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論文内容の要旨
寛
絶対嫌気性細菌は、酸素存在下では生育できない細菌である。硫酸還元菌は絶対嫌気性細菌に分類され
ているが、酸素存在下で生育できないのは、酸素が活性化されて生成するスーパーオキシドや過酸化水素
など活性酸素に対する防御機構を備えていないことが原因とされてきた。しかしながら、最近、硫酸還元
菌のうち数種の株において若干の酸素に対する耐性があることが報告され、また、それらの株には、スー
ノマーオキシドジスムターゼ(SOD)やカタラーゼなど好気性生物において活性酸素防御に働く酵素が存在
していたことも報告されている。しかし、絶対嫌気性細菌には好気性生物とは異なった活性酸素防御機構
が存在することも指摘されている。そこで、硫酸還元菌における活性酸素防御機構を明らかにすることを
目的として、本研究を行い、以下の結果を得た。
序論では研究背景と研究目的について述べた。
第1章では硫酸還元菌由来のSODについて述べた。硫酸還元菌D.vulgaris(Miyazaki F)由来のSOD
遺伝子をクローニングし、その塩基配列を決定した。その結果、 SOD遺伝子にはシグナルペプチドと考
えられる配列が存在することを見出した。また、シグナルペプチドを欠失した組換え体SOD(MSOD)の
諸性質を決定し、バクテリア由来の鉄結合型SODと類似した性質を示すことを明らかにした。さらに、
硫酸還元菌の可溶性抽出液に、 MSODと同じ移動度を示すバンドを検出したことから、硫酸還元菌にお
いてSODはペリプラズムで、活性を持つことを示唆した。
第2章では硫酸還元菌由来のカタラーゼについて述べた。硫酸還元菌D.vulgαrお (MiyazakiF)由来
のカタラーゼ遺伝子をクローニングし、その塩基配列を決定した。組換え体力タラーゼは、プロトへムIX
を含み、過酸化水素を分解する活性を保持していた。速度論的解析より、組換え体力タラーゼは、過酸化
水素に対して、非常に高いKm値を示すことを明らかにした。また、硫酸還元菌に過酸化水素ストレスを
与えた実験から、カタラーゼ遺伝子は過酸化水素によって誘導されないことを見出した。
第3章では硫酸還元菌由来の酸化還元蛋白質であるデスルホフエロドキシン(Dfx)について述べた。
硫酸還元菌D.vulgaris(Miyazaki F)由来のDfxを、組換え体として調製し、その諸性質を決定した。
その結果、天然、のDfxと同じ性質を示すことを確認した。また、表面プラズモン共鳴 (SPR)バイオセン
サーを用いたルブレドキシン(Rd)との相互作用解析の結果、 Dfx-Rd聞には特異的な相互作用が存在する
ことを明らかにした。さらに、その相互作用は硫酸還元状態により制御されていることを見出し、 Rdが
Dfxの電子ドナーであることを示唆した。
以上の結果より得られた知見をもとに硫酸還元菌の・活性酸素防御機構について総括でまとめた。
論文審査の結果の要旨
絶対嫌気性細菌である硫酸還元菌が、酵素存在下で生育できないのは、活性酸素に対する防御機構を持
たないためであると考えられてきた。その一方で、スーパーオキシドジスムターゼ (SOD)やカタラーゼ
といった活性酸素防御蛋白質の存在が報告されている。また、近年になって、絶対嫌気性細菌には好気性
生物とは異なる活性酸素防御機構が存在することも指摘されている。
本論文は、硫酸還元菌における活性酸素防御機構を明らかにすることを目的として、 3つの活性酸素防
御蛋白質について、分子生物学的研究を行い、その結果をまとめたものである。
まず、序論では研究背景と研究目的について述べているo
次に、硫酸還元菌由来のSOD遺伝子をクローニングし、その塩基配列を決定している。その結果、 SOD
遺伝子にはシグナルペプチドと考えられる配列が存在することを見いだしている。また、シグナルペプチ
ドを欠失した組換え体SOD(MSOD)を創製し、その物理化学的性質を決定している。さらに、硫酸還元
菌の抽出液にMSODと同様の性質を示すSODの存在を見いだし、硫酸還元菌のSODがペリプラズムで活
性を持つことを結論している(第1章)。
また、硫酸還元菌由来のカタラーゼ遺伝子をクローニングし、その塩基配列を決定している。次に、組
換え体力タラーゼを創製し、その物理化学的性質を決定している。その結果、過酸化水素の分解作用を示
すことを明らかにしている。さらに、速度論的解析の結果、他の生物種由来のカタラーゼに比べ、過酸化
水素に対して非常に高いKm値を示すもののh叫 /Km値は同程度であることを見いだし、硫酸還元菌由来の
カタラーゼは過酸化水素の消去系として働くことを結論している(第2章)。
さらに、硫酸還元菌由来の酸化還元蛋白質であるデスルホフェロドキシン (Dfx)を組換え体として創
製し、その物理化学的性質を決定している。また、表面プラズモン共鳴 (SPR)法を用いて、硫酸還元菌
由来の酸化還元蛋白質であるルブレドキシン (Rd)との相互作用を解析し、 Dfx-Rd間に特異的な相互作
用が存在することを明らかにしているo さらに、その相互作用はRdの酸化還元状態により異なることを
見いだしている(第3章)。
最後に、本研究で得られた研究成果を総括しているO
以上のように、本論文は、硫酸還元菌における活性酸素防御機構の解明に繋がる多くの知見を提供して
いる。これらの成果は、生物工学の発展に寄与すること大である。よって、本論文提出者は博士(工学)
の学位を授与される資格があるものと認めるo
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